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Resumo

Foram avaliados os efeitos da reposicdo de uma damoprotéica imposta na fase
de crescimento 6sseo acelerado sobre o crescirsematico, a placa epifisaria e o
crescimento 0sseo de ratos jovens desnutridogia g@iperiodo de lactacdo. Foram
utilizados ratos machosvistar distribuidos aleatoriamente nos grupos: Grupo
Nutrido (GN, n=10; filhotes amamentados por nufizgue receberam dieta
normoprotéica, caseina 17%) durante o periodo @ento e Grupo Desnutrido
(GD, n=20; filhotes amamentados por nutrizes queberam dieta hipoprotéica,
caseina 8%) no mesmo periodo. Apés o desmame3fig dia de vida, metade dos
filhotes do GD passou a receber a dieta normoma{éaseina a 17%), constituindo
o Grupo Reposicdo (GR), enquanto a outra metadanoon a receber a dieta
hipoprotéica (caseina 8%). Os animais do GN coatam a receber dieta
normoprotéica (caseina 17%jcompanhou-se a evolucdo do peso corporal. Aos 36
dias de vida, os animais foram anestesiados, saciifs e coletados o fémur e a tibia
direitos. Os ossos foram dissecados, pesados eanchatligital e mensurados em
toda sua extensdo com o auxilio de um paquimegagdes longitudinais da epifise
proximal do fémur (5um) foramoradas com Hematoxilina-Eosina. Foi avaliado o
namero de condrdcitos proliferativo e hipertrofithilizaram-se os testes t-Student e
Mann-Whitney, sendo 40,05. O peso corporal (g) foi menor nos GD e GR
comparados ao GN (p<0,05). Entre GD e GR, o pegmocal foi maior no GR, a
partir do 32° dia (p<0,05). O GD apresentou comenitm (mm) do fémur
(22,07+1,03) e da tibia (27,09£1,03) menor que G&R,95+0,8) e (29,40+0,46)
(p<0,001). Da mesma forma, o GR apresentou comptor#o fémur (23,30+0,59)
(p=0,031) e da tibia (28,10£1,05) (p=0,002) menar q GN. Entre os GD e GR, o
comprimento do fémur foi maior no segundo (p=0,06#gs o comprimento da tibia
nao apresentou diferenca entre os grupos (p=0,07&D apresentou peso do fémur
(9) (0,26+0,03) e da tibia (0,21+ 0,03) menor quéM (0,37+ 0,03) e (0,31+0,03)
(p<0,001). O GR apresentou peso do fémur (0,313@ @t tibia (0,25+0,01) menor
em relacdo ao GN (p<0,001). Entre os GD e GR, o pesfémur (p<0,001) e da
tibia (p=0,005) foi maior no GR. O numero de cordos proliferativo foi menor no
GD (5,71+0,83) comparado ao GN (9,98+1,06) (p<00€81GR (8,22+2,00)
(p=0,032). Nao houve diferenca nessas células &itre GR (p=0,222). O numero
de condrdcitos hipertroficos foi menor no GD (1,6M4) comparado ao GN
(4,18+0,37) (p<0,001) e GR (3,25%0,93) (p=0,021asrentre GN e GR n&o houve
diferenca (p=0,069). A reposi¢cdo de uma dieta nprotéica aplicada na fase de
crescimento 6sseo acelerado minimizou os efeitadedautricdo sob o crescimento
somatico e sob o tecido 6sseo. Além disso, promoweu crescimento de
recuperacao completo com relagdo ao nimero de @utal.

Palavras-chave: desnutricdo protéica, crescimento somatico, plagafiséria,
crescimento 6sseo.



Abstract

Were assessed the effects of a normoproteic dmhaement of imposed during of
accelerated bone growth on somatic growth, thehgpgal plate and bone growth in
young rats malnourished from the of lactation péridVere used mal&\istar rats
randomly distributed in groups: Nourished Group (NG= 10; breastfed pups by
mothers that received normoproteic diet, 17% caséining the breastfeeding and
Malnourished Groups (MG, n = 20; breastfed pups rbgthers that received
hypoproteic diet, casein 8%) in the same perioterAfieaning until the 35day of life,
half the pupps of MG has received normoproteic @@aisein 17%) constituting the
Replacement Group (RG), while the other half cardthto received hypoproteic diet
(casein 8%). Animals of NG continued to receivednmaproteic diet (casein 17%).
Followed up changes in body weight. At 36 daysfef the animals were anesthetized,
sacrificed and it was collected the rights femud dibia. The bones were dissected,
weighed on digital scale and measured throughaoatlength with pachymeter.
Longitudinal sections of the proximal femoral epipis (Sum) were stained with
Hematoxylin-Eosin. We assessed the number of praliive and hypertrophic
chondrocytes. It was used the test-t Student andnMeghitney, for g0,05. Body
weight (g) was lower in MG and RG compared to N&Q5). Between MG and RG,
body weight was bigger in RG, from 32 days (p<0,0%)e MG showed femur length
(mm) (22,07+1,03) and tibia length (27,09+£1,03) édswthan NG (23,95+0,8) and
(29,40+0,46) (p<0,001). Similarly, the RG showenhie length (23,30+0,59) (p=0,031)
and tibia length (28,10£1,05) (p=0,002) lower thé@. Between MG and RG, femur
length was bigher in the second (p=0,004), butatileingth showed no difference
between groups (p=0,074). The MG showed femoraghiegig) (0,26+0,03) and tibia
weight (0,21+0,03) lower than NG (0,37+0,03) an¢3{@0,03) (p<0,001). The RG
showed femur weight (0,31+0,02) and tibia weighf2$30,01) lower in the NG
(p<0,001) Between MG and RG, the femur weight (p&@) and tibia weight (p=0,005)
was bigger in RG. The number of proliferative chauogtes was lower in MG
(5,71+0,83) compared with NG (9,98+1,06) (p<0,0atyl RG (8,22+2,00) (p=0,032).
There was no difference these cells between NGRBd(p=0,222). The number of
hypertrophic chondrocytes was lower in MD (1,65#),8compared with NG
(4,18+0,37) (p<0,001) and RG (3,25%0,93) (p=0,02iit, between NG and GR there
was no difference (p = 0,069). The normoproteit¢ tkplacement of imposed during of
accelerated bone growth minimized the effects olnatation on the somatic growth
and on bone tissue. Moreover, it promoted growth ffll recovery with the number of
chondrocytes.

Keywords: protein malnutrition, somatic growth, epiphyseatp| bone growth.
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1. APRESENTACAO

O presente trabalho de dissertacdo trata-se de stwomoe experimental
desenvolvido no Departamento de Anatomia da UFRo®ntra-se estruturado nos

seguintes capitulos:
1. Consideracdes Iniciais
2. Objetivos do trabalho

3. Revisdo da literatura: apresentaua formato de umartigo de reviséo
sistematica intitulado: ‘Como a desnutricdo protéica ou a privacao
alimentar podem interferir no crescimento da placaepifisaria de animais?”
gue avalia os trabalhos sobre as alteracbes na g&acrescimento de animais
jovens decorrentes da desnutricdo protéica ou poagdo alimentar. Foi
submetido a Revista Brasileira de Reumatologiad@iso segundo as normas

de elaboracao da referida revista.

4. Metodologia: capitulo onde estdo descritos aemads e métodos necessarios

a execucao do presente trabalho.

5. Resultados: o capitulo de resultados estatesido sob a forma de um artigo
original intitulado: ‘Efeitos da reposicdo nutricional sobre o crescimeat
somatico e 0sseo de ratos desnutridos precocemengedescreve os resultados
do estudo experimental desenvolvido durante o mwsircujo objetivo foi
avaliar os efeitos da oferta de uma dieta normématimposta na fase de
aceleracdo do crescimento, apés a desnutricdo madpedactacional, sobre o
crescimento somatico, a placa epifisaria e o amemtio 0sseo. Esta sendo
traduzido e sera enviado para a publicacdo na Rew$inical Nutrition
Edinburgh.

6. Conclusoes
7. Pespectivas

8. Referéncias
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2. CONSIDERACOES INICIAIS

O crescimento 6sseo longitudinal nos mamiferos recon placa epifisaria
(NILSSON et al., 2005; TAKANO et al., 2008) que representa uma faixa fina de
cartilagem localizada perto das extremidades deesokngos (ABADet al., 1999),
constituida de matriz extracelular e de um tipo a#dula, os condrdcitos, que,
dependendo do seu grau de diferenciacdo (KEMBER];1BALLOCK; O'KEEFE,
2003; FARNUM et al., 2003), encontram-se distribuidos em trés camadagonas
principais: a zona de repouso, a zona proliferagiaazona hipertréfica (ABAI&t al.,
2002; NILSSON#t al., 2005): Os condrécitos da zona de repouso laralige proximo
da epifise, estdo dispostos de maneira desorgan{2®AD et al., 1999; DE LUCA,
2006) e replicam numa peguena taxa. Na zona patifa, os condrdcitos replicam
numa taxa elevada (KEMBER, 1971, ROAGH al., 2003) e as células filhas
resultantes formam filas que se arranjam formandionas paralelas no sentido
longitudinal do osso (ABADet al., 1999; KOBAYASHI et al., 2008). Num dado
momento, 0s condrécitos submetem-se a diferenciatg@minal, tornando-se
volumosos, o0 que caracteriza a zona hipertrofick ([DJCA, 2006), localizada
adjacente a metéafise (ABA& al., 1999; DE LUCA, 2006). A cartilagem mineraliza-se
e 0s condrdcitos hipertréficos sofrem, finalmerapoptose (KRONENBERG, 2003;
DE LUCA, 2006). A zona hipertréfica é entdo invadjobr capilares sanguineos e por
precursores de células 6sseas (ABA&LRI., 1999; NILSSONet al., 2005; DE LUCA,
2006; HARTMANN, 2007) que remodelam a cartilageroéra formada em tecido
0sseo (NILSSONMt al., 2005; DE LUCA, 2006).

Em humanos, durante o primeiro ano da vida, ccoresto longitudinal ocorre
em taxas elevadas, seguido por uma década dencezgoilongitudinal modesto (VAN
DER EERDEN; KARPERIEN; WIT, 2003). Essa desacel@oagflete uma capacidade
finita na taxa de proliferacdo dos condrocitos (REBAet al., 2003; NILSSON;
BARON, 2004). No fim da puberdade, ocorre fusdo ghsas de crescimento,
cessando, desse modo, o crescimento linear (VAN BERDEN; KARPERIEN; WIT,
2003; PRENTICEet al., 2006). Porém, em ratos, apesar da cessacacesicnento
longitudinal com a idade, a placa de crescimentsigte por toda a vida do animal,
embora nao seja tdo funcional (ROAEtHI., 2003).
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A regulacdo de todas as etapas que ocorrem na epafisaria acontece de
forma ordenada e rigorosa (WALLIS, 1996; BALLOCK; 'KBEFE, 2003;
KOBAYASHI et al., 2008), através da integracdo de sinais produzidohigrmonios
sistémicos e locais (BALLOCK; O'KEEFE, 2003) combl,GGF-1 (CRUICKSHANK
et al., 2005; DE LUCA, 2006), glicocorticoide (BAROM al., 1994), estrégeno,
(WEISE ¢t al., 2001; VAN DER EERDEN; KARPERIEN; WIT, 2003; NILS$Det
al., 2005; TAKANO et al., 2008), fator de crescimento de fibroblastos, fader
crescimento vascular endotelial (VAN DER EERDEN; RRERIEN; WIT, 2003),
leptina (GAT-YABLONSKIet al., 2004), hormdnios da tiredide, andrégeno, e vitamin
D. A maioria destes sinais regula a funcéo da piecarescimento agindo localmente
sobre os condrocitos da placa e também indiretaamantiulando outros sinais da rede
endocrina (NILSSONt al., 2005).

Além desses, o crescimento e a saude do tecido tmsdem sofrem influéncia
dos fatores genéticos e ambientais (PRENTE&CREI., 2003). Dessa forma, o estado
nutricional € um fator ambiental que influencia atwmnacdo da placa epifiséria
(HEINRICHS et al., 1997; FARNUMet al., 2003; EVEN-ZOHARet al., 2008). Assim
sendo, a desnutricdo protéica (EVEN-ZOH&Ri., 2008) ou mesmo um periodo curto
de jejum (HEINRICHSet al., 1997; FARNUMet al., 2003), em animais jovens,
ocasiona danos sobre a estrutura da placa emfisamprometendo o crescimento
0sseo longitudinal (HEINRICH& al., 1997; FARNUMet al., 2003; MORAES, 2006;
EVEN-ZOHAR et al., 2008). Entretanto, caso o fator de retardo @scimento seja
retirado ainda em fases criticas de desenvolvimanto periodo de crescimento de
recuperacdo podera ocorrer (MOSIER, 1971; EVEN-ZBH#Aal., 2008), a fim de se
manter uma determinada faixa de crescimento (BOERSMIT, 1997). No rato, a
fase de aceleracéo de crescimento 0sseo correspomagiodo de 21 a 35 dias de vida,
no qual ocorrem elevadas taxas de crescimento dssgitudinal (HUNZIKER,;
SCHENK, 1989; HUNZIKER; KAPFINGER; SAAGER, 1999) gsao refletidas em
mudancas na morfologia na placa epifisaria (HUNZRKIESCHENK, 1989, ROACHt
al., 2003).

Embora existam diversos estudos que descrevemeit®sefla manipulacao
nutricional na fase de lactacdo, ndo foram encdosrana literatura trabalhos que

avaliassem se a oferta de uma dieta adequadaenddaseleracdo de crescimento seria
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capaz de alterar os efeitos deletérios da desaatiimposta no periodo lactacional

sobre o crescimento somatico, a placa epifisGoiarescimento 0sseo.

Para testar a hipotese de que a reposicdo de w@taardirmoprotéica imposta
ainda na fase de crescimento 6sseo acelerado unmduerescimento de recuperacao
alterando, assim, os efeitos deletérios da desaotmo periodo lactacional sobre o
crescimento somético e 6sseo, a desnutricdo fongrima pela oferta de uma dieta
hipoprotéica (caseina a 8%) durante o periodo eitaalento (até 21° dia de vida),
seguida da reposicao de uma dieta normoprotéicenpiar da dieta caseina 17% a partir
do desmame até o 35° dia de vida, sendo a desmutdgs filhotes, durante o
aleitamento, ocorrida por meio da desnutricAo des switrizes. Para acompanhar o
crescimento, os animais foram pesados diariamééate 85° dia de vida. Por fim, foi
avaliado o crescimento 0sseo do fémur e da tibeakzada a analise histologica da

placa epifisaria do fémur.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar se a oferta de uma digtarmoprotéica imposta ainda na fase de
crescimento 0sseo acelerado alteraria os efeites aqulesnutricdo protéica
acarreta sobre o crescimento somatico e ésseo manfologia da placa

epifisaria de ratos jovens desnutridos a partipeidodo de aleitamento.

3.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar a evolugdo ponderal do animalpr meio da afericdo do peso
corporal,

2- Avaliar o crescimento 0sseo longitudinal do féreuda tibia,através da
afericdo do peso e comprimento dos 0sso0s;

3- Avaliar a atividade celular dos cdutos das zonas proliferativa e
hipertrofica da placa epifisaria do fémur, atraw#s contagem do numero de

condrocitos.



3. REVISAO DA LITERATURA

Artigo submetido a Revista Brasileira de Reumatalog
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ARTIGO DE REVISAO SISTEMATICA

COMO A DESNUTRICAO PROTEICA OU A PRIVACAO ALIMENTAR
PODEM INTERFERIR NO CRESCIMENTO DA PLACA EPIFISARIA
DE ANIMAIS? 1

HOW THE PROTEIN MALNUTRITION OR THE DEPRIVATION OF
FOOD CAN INTERFERE WITH GROWTH OF EPIPHYSEAL PLATE
OF ANIMALS? !

Karina de Carvalho da Sil¥a Camilla Rodrigues de Souza SilyRita de Céassia da
Silva Costg Silvia Regina Arruda de Mordes

Trabalho desenvolvido nos Departamentos de Anaterd@Pds-Graduacdo em
Patologia/UFPE.
2 Fisioterapeuta; Mestranda do Curso de Pés-Gradwemaatologia — UFPE
% Graduanda do curso de Fisioterapia — UFPE
* Professora Adjunto do Departamento de Anatomid&PE)

*Correspondéncia para o autor: Rua das Gardérii&sl|?etapa Rio Doce, Olinda, PE,
Brasil, 53150570
Endereco eletronico: karinnacs@yahoo.com.br

RESUMO

Objetivo: Realizar uma revisdo sistematica sobre as altesagdasionadas na
placa de crescimento de animais em decorréncigslautticdo protéica e/ou a
privacdo alimentar precocklétodos: A busca foi realizada nas bases de dados
PubMed/MEDLINE, LILACS, SciELO, Biblioteca Cochrane Biblioteca
Digital de Teses e Dissertacdes sem restricesingeid ou limite de ano.
Resultados:Foram identificados inicialmente 140 artigos qu®saa aplicacao
dos critérios de inclusdo e exclusdo restaram apéneéEm trés estudos o
estresse nutricional foi devido a desnutricao jicatéutro devido ao jejum e no
terceiro foi por restricdo alimentar. Todos os @sstuapresentavam algumas
omissbes metodoldgicas. Os estudos inclusos nesgsdw demonstraram
concordancia quanto aos resultados obtidos, indeme@mente dos animais
terem sidos submetidos a desnutricdo protéicajamjou a restricdo alimentar.
Os achados encontrados foram reducdo na alturéada @pifisaria, no numero
de condracitos proliferativos e hipertroficos, aad de crescimento 6sseo e no
comprimento 6sseo longitudinal nos animais subrostab estresse nutricional.
Concluséo:Nessa revisao sistematica foi possivel observaseeptibilidade da
placa epifisaria, em primeiro lugar, e dos ossngds, de forma secundaria, aos
efeitos do estresse nutricional por meio da des@datprotéica ou da privacao
alimentar aplicada em animais jovens.
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Palavras-chave: placa epifisaria, crescimento 0sseo, desnutricamtéjoa,
privacdo alimentar.

Abstract

Objective: To perform a systematic review about the changmssed in the
growth plate of animals due to protein malnutriti@nd/or early food
deprivation. Methods. The research was conducted in databases
PubMed/MEDLINE, LILACS, SciELO, Cochrane Library cdigital Library
of Theses and Dissertations without restrictions lamguage or year limit.
Results Of the 140 articles identified only 5 last, afsgplication of the criteria
for inclusion and exclusion. In three case, theritiomal stress was due to
protein malnutrition, in other due to fasting ahd third was by food restriction.
All studies had some methodological omissions. Thees included in this
review showed agreement on the results, regardiedse animals having been
subjected to protein malnutrition, the fasting ood restriction. The findings
were: reduction at the epiphyseal plate, the numdderproliferative and
hypertrophic chondrocytes, the rate of bone groattd bone longitudinal
length in animals subjected to nutritional stré&Ssnclusiorn In this systematic
review it was possible to observe, first, the spsbdity of the epiphyseal plate,
and in a secondary way, of the long bones, to ttleets of nutritional stress by
protein malnutrition or deprivation of food appliesh young animals.
Keywords: epiphyseal plate, bone growth, protein malnwatnitideprivation of
food.

INTRODUCAO

Diversos estudos tém tentado explicar os possii&igrbios que podem levar a
insuficiéncia ou falha do crescimento 6s$k8. De uma forma geral, a marca das
desordens secundaria de crescimento resulta de efgitod que ndo se iniciou
primariamente no tecido 6ssé&b como, por exemplo: as desordens enddcrinas, 0s
disturbios especificos de sistemas organf@os a desnutricad®®. Com relacdo ao
estado nutricional, uma alimentacdo inadequada pnaseiras fases da vida pode
conduzir o individuo a desnutricdd” que conduzem a alteracdes fisiopatoldgicas
traduzidas inicialmente em prejuizo funcional estpoormente, em danos bioquimicos

e fisicos®? como perda de pe$b*” einibicdo do crescimento longitudinal do 0§80
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A falha no crescimento 0sseo longitudinal devetsecipalmente a baixa taxa
de crescimento 0sseo que, por sua vez, dependeidsente da taxa de condrogénese
“® bem como da atividade coordenada dos condrécitusadea placa de crescimento e,
consequentemente, a taxa em que esse processeiccoefletir alteracdes na sintese e

desenvolvimento dos condrécitdd.

Como estrutura especializada com a funcao excludavprover o crescimento
0sseo longitudinal, a placa epifiséria € sensiselteracdes fisioldgicas, bioquimicas e
patolégicas que ocorrem no organismo como um tB8oAssim sendo, a desnutricdo
protéica*® ou mesmo um periodo curto de jejirf acarreta efeitos deletérios sobre a
morfologia da placa de crescimeftd ¥ representados por reducédo na altura total da
placa e no nimero de condrécitbd , presenca deolunas condrocitarias curtas com
tendéncia a desorganizagdo nas extremidades,calberaa forma e no tamanho dos
condrécitosformacdo de ninho de condrécitos e areas de lesdenatriz®®. Isso
significa queo crescimento da placa epifisaria responde a gerlgeriodograve de
estresse nutritivd®*>*¥ Dessa forma, ressalta-se o efeito significative questado

nutricional exerce sobre o desenvolvimefitd’e sobre as taxas de crescimento 6sseo

(1,2,5,8,16)

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foizaralima revisdo da literatura
das repercussdes da desnutricdo protéica e/ouwac@oi alimentar precoce sobre a

formacgao da placa de crescimento em animais jovens.
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MATERIAL E METODOS

Para realizagdo desta revisdo foram selecionadas,restricbes da lingua, no
periodo de maio a junho de 2009, artigos publicadoartir de periddicos indexados na
base de dados LILACS, SciELO, PubMed / MEDLINE, |Biteca Cochrane e

Biblioteca Digital de Teses e Disserta¢cfes pubbsatlirante o periodo de 1967 a 2008.

As palavras-chave utilizadas foram baseadas radistMeSH, e os seguintes
termos foram escolhidos: growth plate, malnutriti@sting. Foram também escolhidas
palavras-chaves sobre o tema, para realizagéo sta:blong-bone growth e nutrition-
induced. Pela lista do Decs os termos selecion&masn: 1amina de crescimento,

combinadas com os termos desnutricdo, jejum.

Todas essas combinacdes foram utilizadas para tgldtmncos de dados. As
referéncias dos artigos selecionados também fomxificadas para identificar outros

estudos que pudessem ter sido omitidos na budcarata.

Titulo e resumos identificados através de pesquissam examinados
independentemente por trés revisores (KCS, CRSS(R@Ga tela do computador para
selecionar os estudos potencialmente relevantesosCde discordancias, quando

presente, foram solucionados por um quavtaiador (SRAM).

Para selecdo do estudo os seguintes critériosaligs@io foram considerados:
estudos com animais, submetidos a desnutricaoiqaaia privacéo alimentar e estudos
que utilizassem como forma de avaliacdo do deseimvehto da placa de crescimento
parametros morfologicos e/ou morfométricos, estudits crescimento 0sseo

longitudinal e estudos que incluissem grupos ctsma@xperimental.



21

Estudos em que o estresse nutricional foi deviddeficiéncia de outros
nutrientes que nao a desnutricdo protéica, jejumestricdo alimentar, artigos em que
0s animais analisados ndo foram submetidos aossstreutricional precocemente
(periodo critico de desenvolvimento) e estudos e @ estado nutricional estava
relacionado a outros tipos de intervencdes foracuédos. Foram consideradas como
desfecho primario as alteragdes na placa de crestine como desfecho secundario o

comprimento 6sseo longitudinal.

RESULTADOS

Dentre os 140 artigos inicialmente identificados\as da busca eletrbnica, 5
preencheram os critérios de inclusdo e foram idokiina Revisdo Sistematica:
Heinrichset al. (1997)Y ; Nakamoto e Miller (1979}”; Even-Zohaet al. (2008)*®.
Kuramitsuet al. (1985)"*9e Kanagawat al. (1987)?%, (Figura 1).

O estudo de Nakamoto e Miller (1979) teve porobjetivo avaliar se a
desnutricdo protéica afetaria a atividade da fastt alcalina e éacida e
consequentemente se tais alteracfes bioquimicasetaceam alteracbes nos 0SS0S
longos de ratos. Heinrictes al. (1997) avaliaram os mecanismos responsaveis pela
supresséo da funcédo da placa de crescimento emmosoglibmetidos ao jejum. Even-
Zohar et al. (2008) ™® estudaram 0s mecanismos que regem o crescimento de
recuperacao na placa epifisaria durante a restatiémentar e imediatamente apos a
reposicdo nutricional. Kuramitsat al. (1985)™® verificaram os efeitos da deficiéncia
protéica e/ou energética no crescimento dos ossg®$ e Kanagawet al. (1987)?%
tiveram como objetivo esclarecer se a desnutrifgia @ crescimento 0sseo atraves da

reducao na funcao da tiredide.
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Para avaliacdo desses parametros, Nakamoto e Na&#9) " utilizaram
respectivamente 16 ratos distribuidos aleatoriagnearth grupo controle e grupo
desnutrido. Kanagawet al. (1987)®? utilizaram 12 ratos machasistar distribuidos
aleatoriamente em grupo controle e desnutrido eadados quais subdivididos em
grupo salina e tiroxina. Os outros trés estudos especificam se foi feita uma
randomizacdo da amostra. Heinriehsl. (1997)" utilizaram 16 coelhollew Zealand
com idade de 5 semanas, separados em grupo coflivodeacesso a racado) e grupo
jejum (jejum de 48h), cada grupo com 8 animais. erExoharet al. (2008) ¥
utilizaram ratosSorague Dawley para compor os 3 gruposd libitum, restricao
alimentar ecatch-up. Kuramitsuet al. (1985)®® utilizaram 84 ratos machoafistar
pesando 100g separados nos grupos: proteina éaenergiais; baixa energia; baixa
proteina e baixa energia e proteina. Apenas odastle Even-Zohat al. (2008)*% e
de Kanagawat al. (1987) ?” descrevem as condices de manutencdo dos animais:
ciclo de luz/escuriddo de 12/12h no estudo de EAgdraret al. (2008)“® e animais
mantidos em condi¢cdes constante de temperatur@4®1)} com 14h de luz e 10h de
escuriddo no estudo de Kanagaval. (1897)°?, (Tabela 1).

O estresse nutricional nos estudos de NakamotollerNL979)*", Kuramitsu
et al. (1985)"9 e Kanagawat al. (1987)“? foi promovido pela desnutricdo protéica
através da oferta de racdo contendo 6% de protEimguanto que Heinrichat al.
(1997)Y e Even-Zohaet al. (2008)™® submeteram os animais & privacdo alimentar:
Heinrichset al. (1997)% através de jejum de 48h e Even-Zo#aal. (2008)™® por
meio de restricdo alimentar de 40% baseada emcestoigrior no qual os animais
foram mantidos individualmente e o consumo diaeoracao por animal foi aferido,

(Tabela 1).
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A idade em que o estresse nutricional foi aplicadoestudo de Nakamoto e
Miller (1979)*"foi do nascimento até as idades de 10, 15 ou 20dgiavida. Heinrichs
et al. (1997) aplicaram o jejum em coelhos com 5 semanas deidéo estudo de
Even-Zoharet al. (2008)®) a restricdo alimentar iniciou-se aos 24 dias d iom
duracdo de 10 dias. Kanaga@al. (1987)?% aplicaram a desnutricdo do nascimento
até a idade de 15 dias. Ja o estudo de Kuramtitalu(1985)*® ndo menciona a idade
de inducdo da desnutricdo, apenas diz que fordizads ratos pesando 100g e que a
desnutricdo durou 15, 30 ou 45 dias de experiménatela 1).

Dentre os estudos selecionados quatro usaram panametro de avaliacdo o
comprimento 6sseo longitudinal. Nakamoto e Millet979) *” mensuraram o
comprimento do fémur com o auxilio de um paquimeiede a fovea da cabeca do
fémur até o condilo medial. Os estudos de Even-Zetra. (2008)®, Kuramitsuet al.
(1985)™e 0 de Kanagawet al. (1987)?” nso descrevem o material utilizado para a
mensuracao do comprimento 6sseo nem o referematmico aplicado.

A histologia da placa epifisaria foi avaliada restudos de Heinrichet al.
(1997) | Even-Zohaet al. (2008)*®  Kuramitsuet al. (1985)"?e o de Kanagawet
al. (1987)@. No estudo de Heinrichet al. (1997)®, a determinacdo na taxa de
crescimento foi avaliada através da introducdo d®spde metal introduzidos
percutaneamente na metafise da tibia para postende serem submetidos a
radiografia, antes da aplicacdo do jejum. As radifigs foram examinadas por meio de
um microscopio de dissecacdo e um micrémetro. @evaor foi mascarado quanto a
manipulacdo nutricional. Apds 48h do experimentoaogmais foram sacrificados.
Cortes histolégicos de 6um da placa epifisaria iprak da tibia foram corados com
Tricomio de Masson. No estudo de Even-Zodtaal. (2008)™® ambas as placas da

tibia foram isoladas e armazenadas a -20° C. Pamalise histologica, foram realizados
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cortes de 5um de espessura corados com Hematekiisiaa e Azul de Alcian. A
analise morfométrica foi realizada com o softwahgn@pus DP-soft, Olympus Optical
Co.). A mensuracdo da espessura da placa epifisfpresentou uma média de 6
medicdes em dois cortes histologicos por animal.canitagem do numero de
condracitos proliferativo e hipertrofico deu-se émolunas por animal, em dois cortes
histoldgicos. No estudo de Kuramitstal. (1985)*° e de Kanagawet al. (1987)?%
os fémures foram fixados com formalina a 10% e aesicados com &cido formico a
10%. SeccbOes da placa de crescimento distal do rféimam coradas com
Hematoxilina-Eosina para a mensuracao da espedaupdaca de crescimento. Além
disso, o estudo de Kanagaetaal. (1987)“? também realizou a contagem do nimero
de condrdcitos das zonas proliferativa e hipexted&m uma coluna no centro da placa.

Com relagdo ao comprimento 0sseo longitudinalfigeti-se que a desnutricdo
protéica ou a restricdo alimentar ocasionaram csfaieletérios sobre o tecido 6sseo,
evidenciado pelo menor comprimento 6sseo nos asireabmetidos ao estresse
nutricional nos estudos de Nakamoto e Miller (19%9)Even-Zohaet al. (2008)™?,
Kuramitsuet al. (1985)*9e Kanagawat al. (1987)°,

A analise histologica da placa epifisaria demanstio estudo de Heinriches
al. (1997)® reducdo no nimero de condrécitos por coluna naaszproliferativa e
hipertréfica, diminuicdo na altura total da placaaealtura dos condrocitos hipertroficos
terminais nos animais submetidos ao jejum, alémsodia taxa de crescimento da tibia
foi menor nos animais submetidos ao jejum, do gqugupo nutrido. No estudo de
Even-Zoharet al. (2008)"® a espessura da placa epifisaria se manteve ctmga@m o
grupo ad libitum, mas foi significativamente reduzida no grupo riedb. O grupo
restricdo apresentou reducao no numero de conolsOdip estudo de Kuramitst al.

(1985) 19 a desnutricdo ocasionou menor espessura da pliisirg e Kanagawat
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al. (1987)®@encontraram reducao na espessura da placa denueeszie no niimero de
condracitos hipertréficos nos animais desnutridmsjue nos animais nutridos, porém, a
desnutricdo ndo alterou o numero de condroctiokfgnativos. Heinrichset al. (1997)

@ concluiram que em coelho, o jejum causa uma adgiitinuicdo dos condrécitos da

placa de crescimento.

DISCUSSAO

Foram observadas algumas falhas metodol6gicasstiudos inclusos. Heinrichs
et al. (1997)Y, Nakamoto e Miller (1979}” e Kuramitsuet al. (1985)** nao relatam
as condicbes ambientais onde os animais foram dusntiEsse é um fator de
interferéncia importante, visto que condi¢fes destaveis do ambiente tornam-se fator
de estresse que pode influenciar o comportamentoasumo alimentar dos animais,
alterando significantemente os resultados. Os estdd Even-Zohaet al. (2008)®®),
Kuramtsuet al. (1985)"? e o de Kanagawet al. (1987)% ndo descrevem o material
utilizado para a mensuracdo 6ssea, nem tampouederemcial anatémico utilizado,
dado este que pode dificultar a comparacao dosrssufados com outros trabalhos,
além de néo ser possivel a reproducdo metodoldgse parametro do seu estudo. Em
apenas dois estudd<'?” foram descritas escolha randémica dos gruposatasem
outro estudo. Todos os estudos utilizaram gruposr@e, o que leva a pressupor que
sejam estudos randdmicos controlados. No estudiatmgawaet al. (1987) Y

usamos como forma de comparacéo apenas os subgaipas (controle) dos grupos

nutrido e desnutrido.

A desnutricdo ou a privacdo alimentar empregadaestisdos inclusos nessa

revisdo ocorreu no periodwos-natal, periodo critico de desenvolvimento deso®
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longos*” que se caracteriza por ser uma fase fundamentlgpaquisicdo de massa
6ssea® e na qual um déficit nutricional pode compromepermanentemente a
estrutura do esqueletd’. Nos estudos de Nakamoto e Miller (19¢8)e de Kanagawa

et al. (1987)®” a desnutricéo foi aplicada no periodo de aleitamereéinrichset al.
(1997)Y e Even-Zohaet al. (2008)"® no periodo pés-desmame. Porém, o estudo de

Kuramitsuet al. (1985)*® nao especifica a idade de inducéo da desnutrigéo.

Os resultados dos efeitos do estresse nutriciafae o comprimento dos 0Ssos
longos encontrados nos estudos de Nakamoto e Mi@79)*", Even-Zoharet al.
(2008)*®) Kuramitsuet al. (1985)*% e de Kanagawet al. (1987)“? sdo concordantes
e demonstram que a desnutricdo prot&it®?”e a restricdo aliment&® acarretam
menor comprimento 0sseo longitudinal nos animasnatidos ao estresse nutricional.
Segundo Nakamoto e Miller (197%)" a desnutricdo protéica afeta as dimensodes
lineares dos 0ssos longos com os processos ded@oneacalcificacdo do tecido désseo
prejudicados. Segundo Kuramitsat al. (1985) 9 possivelmente as alteracdes
encontradas se devam a um distirbio na secrecadmatasdnios que estimulam o
crescimento. Esses resultados sugerem que a defaigrotéica diminui a proliferacédo
das células da placa de crescimento, que induzento trescimento longitudinal dos
0Sso0s longos.

Da mesma forma, a analise histolégica da placais@gd nos estudos de
Heinrichset al. (1997)®, Even-Zoharet al. (2008)™®, Kuramitsuet al. (1985)*? e
Kanagawaet al. (1987)*® demonstrou semelhanca nos achados encontradogéce
na altura da placa epifisaria®?” e no nimero de condrdcitos proliferativos® e
hipertréficos *82% em decorréncia da desnutricéo protéida® do jejum™ ou da

restricio alimentaf®. Porém, Kanagawet al. (1987)*” n&o encontraram diferenca no
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namero de condrécitos proliferativos entre os argndas grupos nutrido e desnutrido.
A escolha do tipo de condrocitos para a avaliagéimlgica da placa epifisaria e sua
relacdo com o crescimento 6sseo é condizente cbtaratura que demonstra ser a
atividade dos condrdcitos proliferativéd e hipertréficos*??? a que mais regula o

crescimento 6sseo longitudinal.

CONCLUSAO

Demonstrou-se com esta revisdo sistematica quepedcos os estudos que
avaliem os efeitos do estresse nutricional por nuEiodesnutricdo protéica ou da
privacdo alimentar aplicada em animais jovens solreescimento 6sseo longitudinal.
Os estudos inclusos nessa revisdo demonstraranordancia quanto aos resultados
obtidos, embora ndo tenham apresentado uma paagénizio modelo utilizado para
realizar o estresse nutricional (desnutricdo pecat§iejum ou restricdo alimentar) e do
periodo escolhido para avaliacdo do tecido Ossémetido a esse estresse. Com
relacdo ao aspecto metodolégico dos trabalhos wbsertambém uma deficiéncia em
relacdo aos critérios adotados para a obtencdo muastea (célculo amostral e

randomizacao).

Apesar das diferentes metodologias utilizadas pase tipo de avaliacdo, a
analise dos estudos incluidos nessa revisdo sistemdemonstra haver uma
susceptibilidade da placa epifisaria, primeiramente dos o0ssos longos,
secundariamente, aos efeitos do estresse nutilicioresionado pela desnutricdo

protéica ou privacdo alimentar quando aplicadaardaro periodo pos-natal.

Demonstra-se, assim, a necessidade de estudos valiema os efeitos da

desnutricdo protéica ou da privacdo alimentar rsemlelvimento e/ou crescimento da
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placa epifisaria durante o periodo critico de deskeimento e crescimento do tecido
0sseo que apliguem metodologias semelhantes ebgulegam a critérios que evitem o

maximo possivel eventuais viéis do trabalho.
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Estudos potencialmente PubMed/MEDLINE =121
relevantes identificados __,, LILACS =0
; SCIELO =0
através da busca COCHRANE = 14
eletronica Biblioteca digital de Teses e dissertagdes = 5
TOTAL = 140

Excluidos n= 135

- n=119 (outro tipo de estresse nutricional que ndo a
Estudos selecionados desnutricdo protéica ou privacéo alimentar).
paraumaavaliagdo | n=14 (n&o tinham relagdo com o tema proposto; ndm e
mais detalhada experimentais).
n=2 (os animais foram submetidos a mais de um dgo
n=>5 intervencao).

Estudos inclusos na revisao: n=5 .
Referéncia bibliografica dos

Heinrichset al., 1997 ; Nakamoto e Miller, artigos inclusos.
1979 @7 Even-Zoharet al., 2008 @®
Kuramitsuet al., 1985®%: Kanagawaet al.,
19879 (Pubmed/MEDLINE)

n=0

Figura 1: Fluxograma para busca e selecédo dos artigos dad&eSistematica.



Tabela 1 — Descricao dos estudos incluidos e gaalida qualidade dos artigos.
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Autor Modelo animal  Tamanho Tipo de Idade do Duracéo Tipo de analise Randomizacdo  Mascaramento
total da estresse animalem  do estresse para obtencao dos andlise
amostra nutricional gue o nutricional resultados resultados

estresse
nutricional
foi aplicado

Heinrichs et Coelhos machos 16 Jejum 5 semanas de 48h Andlise histolégica nao informaram sim

al., 1997  Nova Zelandia idade da placa epifisaria

Nakamoto, Ratos (nao 16 Desnutrigéo nascimento 10,15 e 20 Mensuragéo do sim nao informaram

Miller, informaram raca protéica (6%) dias comprimento 0sseo

19797 nem sexo)

Even-Zohar Ratos machos N&o Restrigéo 24 dias de 10 dias Analise histoldgica néo informaram n&o informaram

et al., Sprague Dawley relatam o alimentar (40%) idade e mensuracao do

2008 tamanho comprimento 6sseo
exato da
amostra.

Dizem que
usaram de
5a6
animais

por grupo
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Kuramitsu et  Ratos machos 84 Desnutricéo nascimento 15dias  Andlise histologica sim nao informaram
al., 198519 wistar protéica (6%) e mensuracéo do
comprimento 0sseo

Kanagawa et Ratos machos 12 Desnutricéo nao 15, 30 e 45 Anadlise histolégica nao informaram n&o informaram
al., 19879 wistar protéica (6%) informaram  dias de e mensuracéo do
experimento comprimento 0sseo



5. METODOLOGIA

33



34

METODOLOGIA
5.1. Animais

Os animais foram obtidos acasalando-se réiftstar machos e fémeas adultos
(provenientesda colonia de criacdo do Departamento de NutrigéioJdiversidade
Federal de Pernambuco), na propor¢cdo de um maaaodoas fémeas durante um
periodo de 16 dia€Commitee on Laboratory Animal Diets). O diagnastia prenhez
foi feito pela observacdo do crescimento do verthe dia apds o nascimento, a
ninhada foi padronizada em no méaximo sete filhobeshos por mae. Esse nlumero
parece conferir maior potencial lactotrofico (Corteaion Laboratory Animal Diets)

Todos os animais foram mantidos em gaiolas coletfia maximo 7 animais/
gaiola) juntos a uma nutriz e com livre acessocaga a agua filtrada. O ambiente foi
climatizado (temperatura de 231°C), com ciclo de luz (06 as 18h) e escuridao (18 as
06h) constante. O presente estudo foi aprovado f@Heissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE (oficio n°842008) (ANEXO n° 2e
seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasilego Edperimentacdo Animal
(COBEA).

5.2. Grupos de estudo

Segundo a manipulagéo nutricional (Tabela 1), &rghy primeiro dia de vida, a
prole (30 animais, machos) foi separada aleatonseanem dois grupos experimentais:
Grupo Nutrido (GN, n=10), composto de filhotes araatados por nutrizes que
receberam dieta normoprotéica (caseina 17%), duranperiodo de aleitamento e
Grupo Desnutrido (GD, n=20) constituidos por fisamamentados por nutrizes que
receberam dieta hipoprotéica (caseina 8%) no memriodo. Apds o desmame (21
dia de vida) até o 35° dia de vida, metade do®tékh do Grupo Desnutrido (GD)
passou a receber a dieta normoprotéica (casein@%, Iconstituindo o Grupo
Reposicdo (GR), enquanto a outra metade continuceceber a dieta hipoprotéica
(caseina 8%). Os animais do Grupo Nutrido (GN) iooatram a receber dieta
normoprotéica (caseina 17%) até a idade de 35d@iasda. A perda amostral tofai
de 9 animais: um animal foi sacrificado por apremegrande perda de peso corporal
com relacdo aos demais filhotes da mesma ninhadariedo apresentar alguma outra

patologia associada; outro animal, no segundo éigidg, foi encontrado morto e os
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outros 7 animais do grupo reposicdo (todos da mesnieda) foram sacrificados na
véspera do sacrificio, pois apresentaram perdaede porporal durante o periodo de
reposicao nutricional.

5.3. Evolucao Ponderal

A avaliagdo do peso corporal (PC) foi realizadpagtir do primeiro dia pos-
parto até o 35° dia de vida dos animais, usandohataaca digital Smart (sensibilidade
1 g) (Figural).

Figura 1. Demonstracdo do procedimento de afericdo do pesamimais.
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Tabela 1.Composicao das dietas utilizadas no experimentsa te caseifa

Caseina a 8% Caseinaa 17%
Ingredientes Quantidade Ingredientes Quantidade por Kg
por Kg de racao de ragao
Caseina 79,309 Caseina 179,309
Mix de vitamina 10,009 Mix de vitamina 10,009
Mix de sais minerais 35,009 Mix de sais minerais 35,009
Celulose 50,00g Celulose 50,009
Oleo de soja 70ml Oleo de soja 70ml
Bitartarato de colina 2,509 Bitartarato de colina 2,500
DL-metionina 3,009 DL-metionina 3,009
Amido 750,209 Amido 650,209

©) fonte: (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

5.4. Coleta do material

No 36°dia de vida, os animais foram anestesiados viausabea com xilazina
(Rompum ® — Bayer) (0,05miI/100g) e cloridrato deakana (Ketalar®) (0,25ml/100g)
(Figura 2) e, em seguida, foi realizada a coleta$sos, através de uma incisao ventral
na pata posterior direita (Figura 3) para a rematga€mur e da tibia. Ambos os ossos
foram dissecados (Figura 4) e pesados em uma bathgtal (marca AND, modelo
HR-200), sensibilidade 0,1mg (Figura 5). O compntoalos ossos (desde a cabeca do
fémur até a superficie articular dos condilos feaisue da epifise proximal até a epifise
distal da tibia) foi aferido com auxilio de um paqgetro (marca Western, 0,02mm)
(Figura 6).



Figura 2. Procedimento de anestesia do animal.

Figura 3. Incisédo da pata posterior direita.
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Figura 4. Coleta e dissecacéo do fémur e da tibiaDesarticulacao
proximal da pateB- Ossos dissecadt

Figura 5. Afericdo do peso do 0sso.
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Figura 6. Mensuracédo do comprimento 6sseo do fémur e da
tibia com um paquimetro.

5.5. Processamento histolégico do material

Os fémures foram fixados (formol tamponado= 10micdmol a 37% e 27ml de
tampao fosfato 0,1 M - pH = 7,0) e em seguida, alesicados com solucdo de acido
nitrico a 10%, durante aproximadamente 40 minufgsds a descalcificacdo, os
fémures foram seccionados transversalmente ao advielrco médio de suas diafises e
longitudinalmente (coronal) ao nivel de suas egdfisproximais, processados
histologicamente e incluidos em parafina. Cortes Bam de espessura foram corados
com hematoxilina-eosina e montados entre laminanginula com resina sintética
(Entellan — Merck).

A partir dos cortes coronais das epifises proxirdas fémures (6 animais para
cada grupo experimental) foi realizada a captusaingeagens com uma videocamera
(Samsung SHC-410NAD) acoplada a um microscopiocop®lympus (objetiva de
20X) e um software para captura de imagens (TV TRN&PPLICATION). Nas
imagens obtidas foi realizada a contagem do nungerocondrécitos, nas zonas
proliferativa e hipertrofica, em 20 colunas por naali, utilizando-se o programa
MESURIM (Figura 7).
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Figura 7. llustracao da contagem do niamero de condrécdqeaograma
MESURIM.

5.6. Andlise Estatistica.

A analise estatistica para a comparacdo dos grigpo®alizada através do
programa SigmaStat 2.0. Foi utilizado o teste ad&nt para as amostras paramétrica e
o teste Mann-Whitney para as amostras ndo-paraagtriA significancia estatistica foi
considerada, admitindo-se um nivel de 5% em todosasos (§0,05). Os resultados
foram expressos em Média e Desvio Padrédo (M + @) ps amostras paramétricas e

Mediana com valores minimos e maximos, para apa&ométricas.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da reposicdo nutricional naefae crescimento
0sseo aceleraddlétodos: 30 ratos, Grupos: Nutrido (GN), Desnutrido (GD),
Reposicdo (GR). Desnutricdo promovida pela cas8ftae reposicdo pela
caseina 17%. Acompanhou-se diariamente o pesorebrpos 36dias de vida,
0s animais foram sacrificados. Analisou-se: pesomprimento do fémur e da
tibia; nimero de condrécitos proliferativos e hipgicos. Resultados: peso
corporal menor nos GD e GR comparados ao GN. Bire GR, peso corporal
maior no GR, a partir do 32° dia. Comprimento, pdeofémur e da tibia
menores no GD e GR do que no GN. Entre GD e GRpaomnto do fémur
maior no segundo, mas o comprimento da tibia néesaptou diferenca entre os
grupos. Peso do fémur e da tibia maiores no GRugonp GD. Numero de
condrdcitos menor no GD comparado ao GN e GR. Nawé diferenca no
ndamero dessas células entre GN e GR. Entre GD en@&&R houve diferencga.
Conclusbes: a reposicao nutricional minimizou aste$ da desnutricdo sob o
crescimento somatico e do tecido 0sseo.

Palavras-chave:desnutricdo, peso corporal, crescimento 6sseca plpifiséria.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the effects of a balanced diet reptacg of imposed
during of accelerated bone growiethods: 30 rats, Groups: Nourished(NG),
Malnourished(MG), Replacement(RG). Malnutrition imated by the 8% casein
and casein replacement by the 17% casein. Follayedaily body weight. At
36 days of life, the animals were sacrificed. Wanalyzed: of the femur and
tibia weight and length; number of the proliferativand hypertrophic
chondrocytesResults: body weight (g) lower in MG and RG compared to NG.
Between MG and RG, body weight bigger in RG, froPndays. Length, weight
of the femur and tibia lower in MG and RG than NE&tween MG and RG,
femur length bigger in the second, but tibia lergjtbwed no difference between
groups. The femur weight and tibia weight biggelRiG than MG. Number of
chondrocytes lower in MG compared with NG and R@er€ was no difference
in the number these cells between NG and RG. Betwie and RG, there was
no differenceConclusion: the balanced diet replacement minimized the effect
of malnutrition on the somatic growth and on badssue.

Keywords: malnutrition, body weight, bone growth, epiphysaate.

INTRODUCAO

O periodo de lactacdo é considerado a fase de masgetibilidade aos danos
provenientes da desnutric&d. Estudos demonstram que a manipulacéo nutricitmal
nutrizes durante essa faS€’ acarreta efeitos deletérios no crescimento corpéreo
evidenciado pelo baixo peso corpofa e prejudica a formagédo e a calcificacdo da

matriz 6ssea, afetando o crescimento dos ossosdéhg

Nos mamiferos, o crescimento 6sseo longitudinatreara placa epifisaria, uma
faixa fina de cartilagem localizada perto das emwideades dos ossos long&d
constituida de matriz extracelular e de um tipo a#dula, os condrdcitos, que,
dependendo do seu grau de diferencid¢aencontram-se distribuidos em trés camadas

ou zonas principais: a zona de repouso, a zondeuadiva e a zona hipertrofiéa).

A placa epifisaria é altamente regulada por meioirdagracdo de sinais

produzidos por hormdnios sistémicos e loddismas também sofre influéncia dos
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fatores genéticos e ambientdtd. Dessa forma, o estado nutricional é um fator
ambiental que influencia a maturacéo da placasepié* ™. Assim sendo, a restrigéo
alimentar *® ou mesmo um periodo curto de jejuth'® ocasiona danos sobre a

morfologia da placa epifisaria e compromete o énescto 6sseo longitudingdf®

Se a crianga atingida por nanismo nutricional cwatia viver nas mesmas
condicdes em que ela adoeceu, ela ndo recuperswa &elocidade de crescimento
rapido para que atinja o seu potencial genétifoPorém, caso o fator de retardo de
crescimento seja retirado ainda em fases critieadedenvolvimento, um periodo de
crescimento de recuperacdo podera oc8tér*®) a fim de se manter uma determinada
faixa de crescimentd’”. No rato, a fase de aceleracdo de crescimentoo 6sse
corresponde ao periodo de 21 a 35 dias de vidajuab ocorrem elevadas taxas de
crescimento 6sseo longitudif&l?® que sao refletidas em mudancas na morfologia na

placa epifisarid*®

Assim sendo, embora existam estudos que descreve@feitos da manipulagcéao
nutricional na fase de lactacdo, ndo foram encdosrana literatura trabalhos que
avaliem se a oferta de untheta normoprotéica imposta na fase de aceleragdo d
crescimento seria capaz de alterar os efeitos édielet da desnutricdo no periodo
lactacional sobre o crescimento somatico, a plguis&ia e o crescimento 0sseo.
Dessa forma, o presente estudo teve como objetraban os efeitos da reposicéo
nutricional sobre a evolucdo ponderal, o crescimeltis ossos longos e a atividade
celular dos condrocitos proliferativos e hiperté8 na fase de aceleracdo de

crescimento ésseo.
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MATERIAL E METODOS

Para obtencéo da prole, foram acasalados Ydisisr machos e fémeas adultos,
na propor¢cdo de um macho para duas fémeas dunenfertiodo de 16 dias. Um dia
apos o0 nascimento, a ninhada foi padronizada emndamo 7 filhotes machos por
mae. Esse nimero parece conferir maior potendatbttafico 2. Todos os animais
foram mantidos em gaiolas coletivas (maximo 7 arshgaiola) juntos a uma nutriz e
com livre acesso a ragdo e a agua filtrada. O amebfei climatizado (temperatura de
23 + 1°C), com ciclo de luz (06 as 18h) e escuridao (1869 constante. O presente
estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em krpatacdo Animal (CEEA) da
Universidade Federal de Pernambuco e seguiu asasosugeridas pelo Comité

Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Segundo a manipulag&o nutricional, a partir do eiondia de vida, a prole (30
animais, machos) foi separada aleatoriamente em gloipos experimentais: Grupo
Nutrido (GN, n=10), composto de filhotes amamensador nutrizes que receberam
dieta normoprotéica (caseina 17949, durante o periodo de aleitamento e Grupo
Desnutrido (GD, n=20) constituidos por filhotes ameatados por nutrizes que
receberam dieta hipoprotéica (caseina 8%) no me@riodo. Apdés o desmame {21
dia de vida) até o 35° dia de vida, metade do®tékh do Grupo Desnutrido (GD)
passou a receber a dieta normoprotéica (casein@%, Iconstituindo o Grupo
Reposicdo (GR), enquanto a outra metade continuceceber a dieta hipoprotéica
(caseina 8%). Os animais do Grupo Nutrido (GN) iooatam a receber dieta
normoprotéica (caseina 17%) até a idade de 35d#agida. A avaliagdo do peso
corporal (PC) foi realizada a partir do primeira gds-natal até o 35° dia de vida dos

animais, usando uma balanca digital Smart (serdali¢ 1 Q).
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No 36°dia de vida, os animais foram anestesiados viausailbea com xilazina
(Rompum ® — Bayer) (0,05ml/100g) e cloridrato déak&ina (Ketalar®) (0,25ml/100g)
e realizada a coleta dos 0ssos, através de uns@dangentral na pata posterior direita
para a remocao do fémur e da tibia. Ambos os dssas dissecados e pesados em
uma balanca digital (marca AND, modelo HR-200), sf@hdade 0,1mg. O
comprimento dos 0ssos (desde a cabeca do fémarsaigerficie articular dos condilos
femurais e da epifise proximal até a epifise diskal tibia) foi aferido com um

paquimetro (marca Western, 0,02mm).

Os fémures foram fixados (formol tamponado= 10micdmol a 37% e 27ml de
tampao fosfato 0,1 M - pH = 7,0), descalcificadomcsolugcédo de acido nitrico a 10%,
durante aproximadamente 40 minutos, seccionadnsveesalmente ao nivel do tergco
médio de suas diafises e longitudinalmente (coyawmhivel de suas epifises proximais
e incluidos em parafina. Cortes dmbde espessura foram corados com hematoxilina-

eosina.

A partir dos cortes coronais das epifises proxirdas fémures (6 animais para
cada grupo experimental) foi realizada a captusaioeagens com uma videocamera
(Samsung SHC-410NAD) acoplada a um microscépiocop®lympus (objetiva de
20X) e um software para captura de imagens (TV TRN&PPLICATION). Nas
imagens obtidas foi realizada a contagem do nungerocondrécitos, nas zonas
proliferativa e hipertréfica, em 20 colunas por naal, utilizando-se o programa

MESURIM.

A andlise estatistica para a comparacdo dos grigpo®alizada através do
programa SigmasStat 2.0. Foi utilizado o teste #l&nt para as amostras paramétrica e

o teste Mann-Whitney para as amostras ndo-paraagtriA significancia estatistica foi
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considerada, admitindo-se um nivel de 5% em todosasos (§0,05). Os resultados
foram expressos em Média e Desvio Padrdao (M + 2R ps amostras paramétricas e,

Mediana com valores minimos e maximos, para apagonétricas.

RESULTADOS

Evolugao ponderal

A partir do 10° dia de vida os animais do GD apresam peso corporal menor
que os animais do GN, (p<0,05). Durante todo oogeride reposi¢do nutricional, os
animais do GR n&o conseguiram ultrapassar, ou masngr, o peso dos animais GN,
(p<0,05), entretanto, a partir do 32° dia de vios,animais GR apresentaram peso

corporal maior do que os animais do GD (p<0,05yuia 1).

Comprimento dos 0Sso0s

O GD apresentou o comprimento do fémur e da tibéman do que o GN
(p<0,001). Da mesma forma, o GR apresentou o comepto do fémur (p=0,031) e da
tibia (p=0,002) menores do que os animais do GieENnGD e GR, o comprimento do
fémur foi maior no segundo (p=0,004), mas o comentn da tibia ndo apresentou

diferenca entre os grupos (p=0,074) (Tabela 1).

Peso dos o0ssos

O peso do fémur e da tibia apresentou valores regnuws animais do GD,
quando comparados aos animais do GN (p<0,001). Breeima semelhante, o GR
apresentou o peso do fémur e da tibia menor empéel@o GN (p<0,001). Entre os GD

e GR, o peso do fémur (p<0,001) e da tibia (p=0,@f53naior no GR (Tabela 1).
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NUmero de condrocitos

Os animais do GD apresentaram menor nimero de @atad proliferativos,
quando comparados ao GN (p<0,001) e GR (p=0,038).hduve diferenca no nimero
de condrdcitos proliferativos entre os GN e GR (B2R). Da mesma forma, o GD
apresentou menor namero de condrdcitos hipertgfigpando comparados ao GN
(p<0,001) e GR (p=0,021). Nao houve diferenca moamd de condrécitos hipertroficos

entre os GN e GR (p=0,069) (Tabela 2).

DISCUSSAO

No presente estudo, a oferta de uma dieta hipapaot nutrizes, durante o
periodo de lactacdo, ocasionou menor peso corporaua prole, observado a partir do
10° dia, quando comparado ao grupo controle. Relata literatura também
encontraram menor peso corporal em animais dedostmessa fas€??*) Assim
sendo, sugere-se que o leite, nestas condicoefa esvdificado em sua qualidade ou
quantidade®?*. Caso tal deficiéncia nutricionale torne crénica, sera seguida pela
parada no crescimentd. Porém, em alguns casos, é possivel ocorrer umcioresto
de recuperacdo” olcatch-up growth”, quando o fator de retardo de crescimento &

retirado®>'7")

Nesse estudo, entretanto, mesmo apos a retiradéatdo de retardo de
crescimento por meio da reposicao de uma dietagmoteica, 0s animais previamente
desnutridos ndo conseguiram atingir o peso corpamksentado pelos animais

nutridos, corroborando com os achados de Gosteing B1979)?®, nos quais mesmo
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apos a reposicao nutricional os animais desnutrglasistiram com menor peso

corporal até 42 dias de vida, quando comparadoarao®is nutridos.

Por outro lado, a oferta de uma dieta normoprotéiqzartir do periodo pos-
desmame, parece ter minimizado os efeitos da degine ocasionado um crescimento
de recuperacao, embora incompleto, uma vez quapogeposicao, a partir do 32° dia
de vida, apresentou maior peso corporal quando a@mdp ao grupo desnutrido. E
provavel que, se o periodo de reposicdo se pradsegaoderia ser possivel observar

um crescimento de recuperacdo completo tambémlag@ceao grupo controle.

Em se tratando do tecido 6sseo, a desnutricdo igmotéesse periodo,
acompanhada ou ndo de reposicdo de uma dieta nai@icp, ocasionou menor
comprimento e peso 6sseos do fémur e da tibia mosas dos grupos desnutridos e
reposicao, quando comparados ao grupo nutrido. Mtan®, a reposi¢cao nutricional
mostrou-se eficiente, com relacdo a essas duadvesj quando os animais do grupo
reposicdo foram comparados aos animais que forasmutt@los durante todo o
experimento. Porém, o comprimento da tibia ndo samteu diferenca entre esses
grupos, possivelmente porque, como a placa de icresto da tibia € a que se
desenvolve mais rapidamente no anifffak existe relacdo entre taxa de condrogénese
e crescimento dsseo longitudiffd!, é provavel que os condrécitos das tibias do grupo
reposicdo nao sofreram tanta influéncia da repositgiuma dieta normoprotéica a
ponto de interferir sobre o comprimento longitutlces mesmas. Ja o peso das mesmas
foi influenciado pela reposicdo demonstrando queu@essdao do crescimento 0sseo
longitudinal em virtude da desnutricdo resultou toumais pela diminuicdo na
quantidade de osso formado do que devido a ummgdie no contelido mineray.

Estudos anteriores também demonstraram comprometmea formagcdo e na



50

calcificacdo da matriz 6ssea de animais desnutffdas em conseqiiéncia, menor
comprimento®*32°%9) e peso §sse8?, ratificando-se, assim, os efeitos da desnutricdo
sob 0s processos de desenvolvimento e crescima@stoossos longo€?, sendo o
periodo pés-natal, o periodo critico de desenvamim dos ossos longd8, periodo

este em que foi aplicada a restricao protéica dsgmte estudo.

A reposicdo de uma dieta normoprotéica acarretaarmamprimento 6sseo no
grupo reposigcao, quando comparado o grupo desautadtando de acordo com
experimentos anteriorés”. Porém, a reposicao mostrou-se incompleta, umaguez
nao foi possivel se atingir o comprimento 6ssegrdpo nutridd™*3%. Possivelmente o
periodo de reposi¢do (14 dias) utilizado no presestudo, bem como o de estudos
prévios *3% nao foi suficiente para que o 0sso pudesse mtingieu comprimento

adequadd™?.

A contagem no numero de condrocitos proliferatedspertroficos demonstrou
gue os animais do grupo desnutrido apresentarangd@echo numero dessas células em
comparacao ao grupo nutrido e reposicao, corroboraom estudos prévios nos quais
a reducdo no nimero dessas células foi decorrentieshutrica®® ou mesmo de um
periodo curto de jejurft*? em comparacéo ao grupo nutridb**??e reposicad™.
Porém, ndo se observou diferenca no numero de @utal (proliferativos e
hipertréficos) entre os animais dos grupos nuted@posicdo semelhantemente a um
estudo recenté® demonstrando que, com relacdo a essas varidoeige luma resposta

de recuperagédo completa.
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Em conclusédo, a desnutricdo protéica aplicada mimg® neonatal ocasionou
prejuizo no crescimento somatico, na maturacaolalza pepifisaria e no crescimento
0sseo de ratos jovens. Entretanto, foi demonsttado a reposicdo com uma dieta
normoprotéica promovida ainda no periodo de cremtindésseo acelerado mostrou ser
capaz de atenuar os efeitos da desnutricdo solestirrento somatico e do tecido
0sseo. Além disso, promoveu um crescimento de ezagfio completo com relagéo ao
namero de condroécitos, uma vez que o0 numero desdalss apresentou-se maior do
que no grupo desnutrido e nao diferiu do grupoitaitrAssim sendo, foi demonstrado
que é possivel o organismo responder a um cresmnm recuperacdo, embora
necessite de um periodo de reposicao nutriciorfadieste para que o mesmo tenha

condicOes de atingir completamente seu potencradtgm.

Fonte financiadora: CAPES

Declaracédo de conflitos de interesséds autores declaram nao haver conflito

de interesse.
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Titulos e legendas das Figuras

Figura 1- Evolucédo ponderal
Legenda da Figura 1 —Grupos: GN (n=10), GD (n=10) e GR (n=10). * indica
diferenca em relacédo ao GN (p<0,05) iadica diferenca em relagdo ao GR (p<0,05),

(Teste t - Student, Mann-Whitney).
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Tabela 1L Comprimento e peso 0sseos do fémur e da tibiaremais aos 36 dias de

vida.

Variaveis Osso Nutrido Desnutrido Reposicao

(GN) (GD) (GR)

Comprimento ésseo (mm)  fémur 23,95+0,8 22,07+1,03 * 23,30+0,59 *
tibia  29,40+0,46 27,09+1,03 * 28,10+1,05*
Peso 6sseo (g) fémur  0,37%0,03 0,26+0,03 * 0,31+0,02 *

tibia 0,31+0,03 0,21+0,03™ 0,25+0,01 *

Grupos: GN (n=10), GD (n=10) e GR (n=10). * indiiferenca em relacdo ao GN &dica

diferenca em relagdo ao GR. Os valores estdo esqeesn M+DP. Teste t — Student.
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Tabela 2 Parametros Histomorfométricos avaliados na p&gfisaria do fémur em

animais de 36 dias de vida.

Variaveis Nutrido (GN) Desnutrido (GD) Reposicao (R)

N° de condrdcitos 9,98+1,06 5,71+0,83*t 8,22+2,00
proliferativos
N° de condrécitos 4,18+0,37 1,65+0,84*t 3,25+0,93

hipertroficos

Grupos: GN (n=10), GD (n=10) e GR (n=10). * inditiferenca em relacdo ao GN e
indica diferenca em relacdo ao GR. Os valores est@cessos em M+DP. Teste t —

Student.
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7. CONCLUSOES

A desnutricdo protéica aplicada no periodo neonatal

Ocasionou prejuizo no crescimento somatico, nanagio da placa epifiséria e

no crescimento 6sseo de ratos jovens.

A reposicdo com uma dieta normoprotéica promowtha no periodo de
crescimento 6sseo acelerado:

Mostrou ser capaz de atenuar os efeitos da desmtsob o crescimento
somatico e do tecido ésseo.

Promoveu um crescimento de recuperagdo completorelapio ao nimero de
condrdcitos, uma vez que o0 numero dessas célutaseapiou-se maior do que
no grupo desnutrido e nao diferiu do grupo nutrido.

Demonstrou que € possivel o organismo respondemactescimento de

recuperacdo, embora necessite de um periodo deigépautricional suficiente

para que o mesmo tenha condigcbes de atingir coanpégtte seu potencial

genético.
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8. PERSPECTIVAS

Avaliar essas variaveis em um periodo maior desiego nutricional;
Realizar, neste modelo, a dosagem de horméniogwfjluenciam o crescimento
da placa epifiséria;

Avaliar, neste modelo, os efeitos da aplicagdoxawaicio fisico.
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Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacio experimental dos animais
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Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.
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cientificos.
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Moo Curashr—— -
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